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論   文   の   要   旨 
 
日本では約60年前からスギが積極的に植林され、近年のスギ花粉症患者の増加は、スギ樹木の急激な増加
に伴う森林環境の変化、気温の上昇などの生活環境の変化が大きな要因である。スギ花粉症に対しては薬物
による治療が行われているが、口渇、悪心・嘔吐、下痢、めまい、倦怠感、神経過敏、頭痛、眠気等が注意
すべき副作用として報告されており、副作用が無く日常的に摂取可能な食品成分による予防や症状の軽減等
が望まれている。先行研究において、「べにほまれ」「べにふじ」「べにふうき」などの茶品種に強いヒスタミ
ン遊離抑制効果があることが見出され、関与成分はエピガロカテキン3‐O‐メチルガレート(EGCG3″Me)とエ
ピガロカテキン4‐O‐メチルガレート(EGCG4″Me)であることが特定されたが、その含量は乾燥茶葉重量当た
り1.5%と微量である。 
審査対象論文では、EGCG3″MeとEGCG4″Meの生合成酵素を単離し、EGCGを基質として酵素変換により製造
可能にすること、酵素変換により得られた新規も含むメチル化カテキンについて、メチル基の修飾部位や数
の違いの比較により構造と活性の相関も明らかにすることを目的として研究を行った。 
 本研究において著者は、茶「べにふうき」からのメチル化カテキンの生合成に関与していると思われる遺
伝子を単離し、大腸菌を用いて酵素を発現させ、EGCGと反応させた結果、EGCG3″MeとEGCG4″Meが生成され
た。そのため本遺伝子を新規O-メチルトランスフェラーゼ、CsOMT(Camellia sinensis O-methyltransferase)
とした。また、新たにエピガロカテキン-3-O-(3,5-O-ジメチル)ガレート(EGCG3″,5″diMe)と3-O-メチルエ
ピガロカテキン-3-O-(3,5-O－トリメチル)ガレート(EGCG3′,3″,5″triMe)の生成を確認した。しかし、
CsOMTは大腸菌を用いて発現させており、食品素材への展開は困難である。 
そこで著者は、CsOMTはリグニン合成に関与するカフェオイルCoAO－メチルトランスフェラーゼ(CCoAOMT)
と高い相同性を示すという情報を手掛かりに、食資源と対象として、新たな酵素の探索を検討した。CCoAOMT
は担子菌ではリグニンの分解に関与しているため、食用キノコの菌糸体を培養し、粗酵素を抽出して反応さ
せ、スクリーニングを行った。その結果、Flammulina velutipes(エノキタケ)抽出粗酵素に、メチル化カテ
キンの生成を確認した。さらに著者は酵素の精製に成功し、解析した内部アミノ酸配列情報をもとに遺伝子
を単離した。ホモロジー検索を行ったところ、他の担子菌のO-メチルトランスフェラーゼと相同性を示した。
本酵素はF.velutipesから単離した初めての酵素であり、Fv-OMT(Flammulina velutipes 
O-methyltransferase)とした。Fv-OMTを大腸菌を用いて発現させ、EGCGと反応させたところ、EGCG3″Me、
EGCG4″Me及びEGCG3″,5″diMeの生成を確認し、さらに新たにエピガロカテキン-3-O-(3,4-O-ジメチル)ガレ
ート(EGCG3″,4″diMe)と4-O-メチルエピガロカテキン-3-O-(3,5-O－トリメチル)ガレート
(EGCG4′,3″,5″triMe)が生成された。著者は、至適pHと温度を明らかにするとともに、メチル化カテキン
生成の経時的変化を確認した。また、様々なポリフェノールと反応させ、基質特異性を明らかにした。 
本研究では、メチル化カテキンの工業化を見据え、菌糸体のスケールアップ培養の検討を行った。著者は、
始めに三角フラスコスケール、次いで5 Lジャーファーメンター、最終的には90 L培養タンクを用いたスケー
ルアップを行い、酵素活性を得ることができた。また、抽出した粗酵素を用いて至適pHと温度を明らかにし、
メチル化カテキン生成の経時的変化を確認している。 
 本研究で得られた新規も含むメチル化カテキンの生物活性についても検討し、著者は、始めにマウスを用
いてEGCG3″,5″diMeを100 mg/kgで単回投与をし、毒性が認められないことを確認した。次に茶の酵素CsOMT
を用いて生成された新規メチル化カテキンの抗アレルギー活性評価を行った。マウスマスト細胞を用いたヒ
スタミン遊離抑制効果を評価したところ、EGCG3′,3″,5″triMe=EGCG3″,5″diMe>EGCG3″Me>EGCGの順であ
り、メチル基の数が増えるにつれて、効果が強くなったことを見出した。さらに著者は、EGCGとEGCG3″Me
等に関する文献調査を行い、スギ花粉に対する抗アレルギー活性のメカニズムに対して考察を行い、メチル
化カテキンはEGCGと比べて高い血漿中濃度を示すことが、抗アレルギー活性を示す一因と考えた。また化合
物は脂溶性が高いほど腸管膜を通過して血漿中へ移行しやすくなることから、著者はオクタノール/水分分配
係数を測定し、メチル基の数が増えるにつれて脂溶性は増加し、血漿中への良好な移行性が期待できること
を示唆した。 
 
審   査   の   要   旨 
 
本研究において、エノキタケの菌糸体培養物を用い、EGCGを基質としてと反応させることで、メチル化カ
テキンである EGCG3″Meと EGCG4″Meを生産することが可能となった。さらに新規メチル化カテキンの抗ア
レルギー活性を評価した結果、より強い効果を示したことから、将来はさらに優位性のある素材としての展
開が期待できる。これにより抗アレルギー効果を示す食品素材を提供でき、将来は栄養補助食品、機能性表
示食品、または特定保健用食品への展開が可能となり、また、アレルギー患者に対して副作用が無く、日常
的に摂取できることで、生活環境の改善に貢献できることが期待できる研究として評価した。 
平成２９年１月２０日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試
験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全
員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（環境学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
